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RESUMO

Os tumores odontogénicoéTO) constituem um grupo heterogéneo de lesGes cuja
complexidade morfolégica e comportamentariado tem motivadoa investigacdo de
marcadores de diagnostico e prognostisaalretinina € uma proteina ligante de calcio que
apresenta imunorreatividade ao epitélio odontogénico, identificadd@asmom diferenciacao
ameloblastica. O objetivo dedimbalho foi avaliar a expressédo de calretinina em diferentes
TOs para avaliar sua utilidade como dado auxiliar no diagnéstico diferencial das lesGes e na
avaliagdo de prognésticoramavaliados 1tasos de ameladtoma seteameloblastomas
unicisticos (AMEU), seis tumores odontogénicos adenomatoid@®©A), 15 carcinomas
ameloblasticos (CAME) e cinamarcinomas odontogénicos de células clé3CC) Foram
realizados ensaios imuistoquimicos utilizando a técnica da estreptavidbioina
peroxidase am anticorpo phbiclonal anticalretinina humanaA andlise da imunomarcacao foi
realizada através do métod@uickscore traduzindo o produto da proporcdo de células
positivas pela intensidade de marcacdo @toplasma e nucleo das células centrais e
periféicas. A expressao de calretinina fiiservada em 14 ameloblastomtaiés AMEUS,

oito CAMEs e tré€COCCs, localizada preferencialmente no citoplasma das células centrais,
sendo mais intensa nas areas de metaplasia escamosa e .ghasnddise dos dadosaostrou
diferenca significativa na distribuicdo de positividade entre carcinomas e ameloblastomas em
comparacao com o TOA e entre 0s casos agressivos e nao agressivos. Resultados semelhantes
foram observados para QaiickscoresConcluise que a calretinin@ode ser considerada um
marcador especifico para a diferenciacdo entre ameloblas®marcinomas odontogénicos

com oTOA e para a diferenciacao entre lesdes agressivas e ndo agressivas

Palavras-chave: tumores odontogénicos; calretinina; imemstoqumica; odontogénese;

prognostico.



ABSTRACT

Odontogenic tumors (OTs) are a group hadterogeneous lesions whose maitpgical
complexity and variable behavior have motivated the search for diagnosis and prognosis
markers. Calretinin is a calciubiding protein that presents imunorreactivity for odontogenic
epithelium and has been identified iT©Owith ameloblastic differentiation. The aim of this
study was to assess the expression of calretinin in different OTs in order to evaluate its
applicability asan adjunct data in the differential diagnosis of these lesions and in the
definition of prognosis A total of 17 cases of ameloblastoma (AME), seven unicystic
ameloblastomas (UAME), six adenomatoid odontogenic tumors (AOT), 15 ameloblastic
carcinomas (AMEA) and five clear cell odontogenic carcin@n@&COC) were assessed.
Immunohistochemical assays were performed with estreptavidim-peroxidaseednique

with polyclonal rabbit antcalretinin antibody. Analysis of immunostaining was performed
with Quickscoremethod, translating the product of the proportion of positive cells by the
intensity of stain in the cytopden and nucleus of central and peripheral cellalretinin
expressionwas observed in 14 AMEs, three UAMEs, eight AMECAs and three CCOCs,
mainly located in the cytoplasm of central cells and with higher intensity in areas of
squamous and granular metaplasia. Data analysis demonstrated significant differences in the
distribution of positive cases among carcinomas and ameloblastomas in comparison with
AOT and between aggressive and faggressive lesions. Similar results were observed in the
Quickscore analysis. In conclusion, calretinin can be considered a specific marld for
differential diagnosis of ameloblastonasdcarcinomasvith AOT and for the differentiation

between aggressive and raggressive lesions.

Keywords: odontogenic tumors; calretinin; immunohistochemistry; odontogenesis;

prognosis.



1. INTRODUCAO

Osossos gnaticos sediam uma grande variedadiesdes, em parte devido a presenca
dostecidos envolvidos na odontoggse. Tais lesdesujas origens séo atribuidas ao tecido
odontogénico e seus remanescergedem exibir um curso biologicamente agressigerede
dificil diagndstico. A histopatologia tradicional continua sendo o pilar para o diagnostico
destas lesGes, enquanto a expressdo génica e deteccdo antigénica especifica por técnicas
moleculares @e imuno-histoquimica, respectmente, contribuem derma complementar
para o diagnostic(REGEZI, 2002).

Os tumores odontogénicos constituem um grupo heterogéneo de lesdes que variam
desde proliferacdes ndo neoplasicas de tecidos até tumores benignos e malignos com
potencial metastatico. @namse de clilas epiteliais e/ou ectomesenquimaia
odontogénese. Estes tumores sdo, de maneira geral, raros, mas representam desafios
diagnosticos e terapéuticos significativos (BARNES et al., 2008IGHT e VERED, 201y

O diggnostico preciso dos tumores odontogéniédsindamental para a formulagéo
terapéutica e prognostica adequada. Cantigbntificase, com frequéncia, unsabreposicéo
morfologica entre estakesdes,0 que limita o seu diagndstico precid®ara vencer esta
dificuldadese, ao mesmo tempo, aperfeicaadiagnético histopatolégico das mesmas, a
técnicaimuno-histoquimica tem sido empregada, tendo como principio a identificacdo de
antigenos que seriam proprios a doenca sob analise-sEra& uma técnica riéia e pouco
dispendiosa, que, além de aperfeicoar o diagnostico, abre caminhosvestigacao de
alteracdes que justifiquempadrao de expressao obtidara determinado antigeno tumoral,
especialmente no campo da biologia celular e molecular (MOURTADYKFISHER e
THWAY, 2015; FISHER, 2011).

A complexidade no diagnéstico dos tumores odontogénicos se deve, em grande parte,
a raridade destas lesdes e a consequente dificuldade ens dandxperiéncia durante a sua
avaliacdo. A atencdo cuidadosa a morfEpgassociadaas caracteristicas clinicas e
radiogréficas,sdo necessarias asstabelecimento do diagndéstico. Quando isto nao for
possivel, a analise imudostoquimica pode ser Gtil. Os marcadores imbistoquimicos
podem néo ser especificos e tampouensi/eis 0 bastante paauxiliar no diagndstico,
porém desenvolvem, em alguns casos,papel significativo na diferenciacdo destas lesdes
(JOSHI et al., 2015).

Varios marcadores imuruistoquimicos saatualmenteutilizados no diagnostico

diferencial detumores odontogénicos e nadontogénicos, como as citoqueratinas CK1,
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CK5/6, CK7, CK10, CK13, CK14, CK18 e CK19, os antigeno$KiCD34, CD44, CD

56, CD68, as proteinas apoptoticas B¢IBAX, p53, a betaatenina, o fator de transcricdo
SOX2, o antieno PCNA, e as proteinasl80, com impacto variavel sobre a possibilidade de
diagnéstico diferencial entre os tumores (HUNTER e SPEIGHT, 2014).

A calretinina (CR) é uma proteina ligante de célcio intracefuledominantemente
citosdlica,codificada pelgeneCALB2localizado no cromossomo 16g22.2 em humaRos
primeiramente identificada como UDNA clone (cDNA)da retina da galinha, sendo por isso
denominada calretininadlcio + reting) (ROGERS, 1987). Pertence a familia de proteinas
EFhand e subfamilia da calbindina, cujos membros compartiiham de seis dominios
estruturados como hélideop-hélice, conhecidos como dominios-B&nd Estas estruturas
moleculares foram identificadas pela primeira vez na estrutura em cristal da parvalbumina,
sendo assim denominadadevido as hélices E e F desta proteina. O dominiba# é
composto poduasalfa-hélices com aproximadamente 10 amino&cidos éoomquelante de
ions calcio com 12 aminoacidos. A segunda -léfice apresenta uma orientacao
perpendcular em relacdo a primeira, assenaeldb-se com os dedos polegar e indicador
esticados de uma mao humana (KRETSINGER et al., 1973; REVETT et al., 1997).

A calretinina possui uma massa molecular de3BkDa (média de 29 kDa) e
aproximadamente 268 273 aminoacidos (mais comumente 271 aminoacidos) (ROGERS,
1987; STEVENS e ROGERS, 1997). Possui seis dominieBaBE e cinco sitios ligantes
funcionais deions célcio C&"). Os primeiros cinco dominios Efand constituem os sitios
funcionais, enquanto o sextiominio é inativo. Quatro destes dominios funcionais séo sitios
de ligacdo cooperativos e o0 quinto é um sitio de ligacdo independente. Os sitios cooperativos
formam dois pares, EFA e EF34, com propriedades de ligacdo semelhantes. O quinto sitio,
EF5, possui uma afinidade muito baixa por’Candicando quearamente esta em forma
ligante no citoplasma, exiwequando proxima canais d€a(FAAS et al., 2007).

Os pares cooperativata calretininanfluenciam uns aos outros de forma alostérica.
Consideando um destes pares, quando um sitio ligante esta em estado tenso, com baixa
afinidade e taxas de ligacédo lentas, o outro permanece desocupado. Por outro lado, quando um
sitio de ligacdo estad ocupado, 0 outro permanece em estado relaxado, com altke gforida
ionsCae taxas rapidas de ligacao.

Tal propriedade é responsavel pela regulacdo ndo liea®e" realizada pela
calretinina. Quando uma elevagdo curta e limitadacdncentracdo intracelular ions Ca
([Caz*]i) ocorre em uma célula com niveis basais de célciel(PdM), a calretinina atua

como um tipicdouffer (ligante temporariojle iniciacao lenta. Em contrapartida, quando este
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mesmo aumento ocorre em uma célula com elevad]{(lapuM), na qual o primeiroio de

um dos pares cooperativos estd em forma de ligagdo, a calretinina atuairoobudfer
rapida A velocidade ddufferda calretinina, é, portanto, fortemente dependente dos niveis de
[Ca®]; no momento em que ocorre outra elevacdo citosolica desteAlém de suas
propriedades comduffer de Ca a calretinina também sofre alterac6es conformacionais
dependentes de €a o que indica também o0 seu papebmo proteina sensora
(SCHWALLER, 2008; 2014).

O papelbiologico da calretinina ainda néo foi coleamente elucidado, porém suas
possiveis funcbesalém da manutencdo dos niveis citosolicos de Ca e da sinalizacao
intracelular,incluem a modulacéo do processo de apoptose, regulacdo da expressao de fatores
de crescimento e mediacdo dos processos oedulde proliferacdo, diferenciacdo e
transformacdo neoplasica (HEIZMANN, 1992; SHERBET, 2010; SUNDAGARI et al;
2010).

Sua expressao é abundante no sistema nervoso central e periférico, assim como em
células ndo neurais, por exemplo, as células mesotedidipdcitos, mastécitos, no fuso
muscular, nas camadas superficiais queratinizadas do infundibulo pilar, nos tubulos
contorcidos dos rins, nas glandulas écrinas, nas células de Leydig e Sertoli, nas células
estromais dos ovarios, nas ilhotas pancreaticas cortical das adrenaidlém de sua
expressao nos tecidos humanos norpaisalretinina também pode ser encontrada ema u
grande variedade de neoplasias, principalmente em mesoteliomas, tumores dos corddes
sexuais, da cortical da adrenal, do sistegr@aso central, em tumores de tecidos moles, por
exemplo, lipomas, lipossarcomas, Schwannomas e tumor de células granulares, entre vérios
outros DOGLIONI et al., 1996LUGLI et al., 2003 ORDONEZ, 2014).

Como marcador imunbistoquimico,a calretinina éonsideradaltamente sensivel e
espeifica para o diagnéstico diferencial entre mesotelioma epitelioide e adenocarcinoma
pulmonar (CARELLA, 2001; ABUTAILY, ADDIS & ROCHE, 2002), entre ceélulas
mesoteliais reativas e carcinomas em efusfes (BARBERIS €987, CHHIENG et al.,
2000; SIMSIR et al, 2001), bem como para a identificacdo de mixoma cardiaco
(TERRACCIANO et al., 2000), de tumores dos corddes sexuais (CAO, JONES e LI, 2001;
MCCLUGGAGE e MAXWELL, 2001; MOVAHEDI-LANKARANI e KURMAN, 2002),
para o dignostico de neuroblastoma olfatério (WOOFF et al., 2@ldgenca de Hirschprung
(MUSA et al., 2017)

A calretinina apresenta também imunorreatividade ao epitélio odontogénico de ratos,

principalmente ao 6rgdo do esmalte durante a odontogénese (ALTdN| 2000 MISTRY,
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2001). Além disso, sua expressfoi estudada notecidos de estruturdaringeanos ®ucais

destes animais, incluindo a polgentaria ligamento periodontal e fibras nervosas (MISTRY,
2001; ICHIKAWA, DEGUCHI e SUGIMOTO, 1992; ICHIKAWAet al., 1994. ICHIKAWA,
JACOBOWITZ e SUGIMOTO, 1997)nicialmente, acreditavae que a calretinina atuava
transportando ions calcio através do citoplasma do ameloblasto para a matriz do esmalte,
sendo responsavel por sua mineralizagdo (MISTRY et al.))2p06Em, tendo em vista o seu

pico de expressdo nos gameloblastos ao fim da campanula e admanregulationapos a
histomorfodiferenciacédo do epitélio interno e secrecdo da matriz (HUBBARD et al., 2011), a
funcdo desta proteina parece estar assodiatiferenciacdo celular de maneira inversamente
proporcional.

A partir destes estudos em modelos animais surgiram outros analisando a expressao de
calretinina em diferentes lesdes odontogénicas em humanos. A calretinina foi identificada em
ameloblastoma sélidos e unicisticos (ALTINI et al., 2000; ALAEDDINI et al., 2008;
DEVILLI ERS, et al ., 2008; D6SI LVA et al ., 2 (
carcinomas ameloblasticos (LEY et al., 2014); no cisto dentigero, cisto radicular, cisto
odontogénicdotrioide, queratocisto odontogénico, tumor odontogénico epitelial calcificante,
fiboroma ameloblastico, tumor odontogénico adenomatoide, mixoma odontogénico e tumor
odontogénico primordial, ndo houve expressao de calretinina (PIATTELLI et al., 2003;
ALAEDDI NI et al ., 2008; DEVILLIERS, et al., 2
et al., 2014; ANANDANI et al., 2014; BOLOGNMOLINA et al., 2017).

Sendo assim, a calretinina parece apresagtacomo um marcador imuno
histoquimico com certa especificidagarao epitélio ameloblastico neoplasico, tendo em
vista os altos indices de positividade desta proteina em ameloblastéesss. linha, a
calretinina tem sido testadeomo ferramentaadjuvante no diagnostico diferencial do
ameloblastoma com outras lesbes baicEintretanto, carece ainda a literatura de mais
trabalhosrelatando a imunorreatividadecalretininanas demais neoplasias odontogénicas,
investigando o seu papel no desenvolvimento e progressdo das mesmas, como também sua
influéncia sobre 0 comportamerg prognostico das doengas.

Os objetivas deste trabalho foram, portanto: {d¢ntificar a expresséo dmlretinina
em diferentes tumoresodontogénicos (2) descrever qualitativamente e avaliar
semiquantitativange seus padroes @epressamas lesdes; (3) verificar a aplicabilidade da
calretinina como marcador especifico para o diagndstico diferencial entre estas lesbes; (4)
estabelecer uma correlagdo entre os achados clinicopatolégicos e-histogaimicos,
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analisando a relacdo da calngtea com o comportamento biolégico e prognéstico dos

tumores malignos.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Selecao da Amostra

O trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica Institucitufal),
registrado na Plataforma Brasil (CAAE: 52906815.7.0000.5152).

Foram selecionados paradesenvolvimento deste estudasos de ameloblastoma
(AME) (n=17), ameloblastoma unicistiqdMEU) (n=7), tumor odontogénico adenomatoide
(TOA) (n=6) carcinoma ameloblastic@ AME) (n=15)e carcinoma odontogénice aélulas
claras(CCOC) (n=5). As amostras foram obtidado arquivo do Laboratério de Patologia
Bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Uberlandia. O
diagnostico de cada caso foi confirmaclam exame histopatolégico deeccdes teciduais
coradas pela técnica da Hematoxilina & Eosin& B} em microscopia de luz visivel, com
base na classificacdo histolégica dos tumores odontogénicos da Organizacdo Mundial da
Saude (BARNES et al2005 WRIGHT e VERED, 2017)

Dos casos icluidos neste estudo, foramletadosdados acerca ddade, género e cor
do paciente, localizacdo dimensdoda lesdp sintomatologia,tratamentoe dados de

intercorrénciascomo recorréncias, metastases e 6bito.
2.2. Ensaio Imuno-histoquimico

Inicialmente,os cortes obtidos das amostras de interesse foram montados em laminas
de vidro previamente tratadas com organosilaneaniiopopiltrietoxi-silano, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Segtsa uma etapa de desparafinagcdao, mediante duas
passagens enolsicdes de xilol, realizadas a temperatura ambiente por 18 horas e 15 minutos,
respectivamente. Os cortes histologicos foram hidratados em cadeia descendente de etanol
(100%, 90%, 80% e 70%) e submetidos a solucéo de hidréxido de aanbdfia durante 10
minutos, para remoc¢do do pigmento formdlico, sendo em seguida imersos em agua
deionizada

Procedeuse arecuperacdo antigénica com solucéo de acido etilenodiaminotetracético
(EDTA, 1mM) tamponado com hidroxido de sodio (pH 8dtrés ciclosde 5 minutosho

forno de microondas a poténcia maximgods resfriamento, os cortes foram submetidos ao
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blogueiode ligacdoa avidina e biotina endbgenas, aplicaisdp primeiro, umaolucdo para
bloqueio de avidina por 10 minutos, preparada com 180mL de agua de@orid8g de leite
em po desnatado (Molico®). Para @dplieio da biotina, foi utilizada uma solucéo preparada
com 200mL de agua deionizada e 2 claras de rd@refrigeradostambém por 10 minutos.
As laminas foramentdosubmetidas & banhos em agua deiaada eTRIS-HCI.

O bloqueio daperoxidase endogerfai realizadoatravés damersdo em solucdo de
peréxido de hidrogénio dez volumes (trés banhos de 10 micadad. Em seguida@s cortes
foram submetidos a trés banhos de cinco minutos emaobam@ao TRISHCI (pH 7,4) ¢
em seguidaincubados com Background Snipper (Biocare Medical, Concord, CA, USA) por
15 minutosAs laminas foram incubad@m camara Umida e a temperatura ambiente por duas
horas com o anticorpopoliclonal anticalterinina obtido de coelho Gddigo SKU: 092,
Biocare Medicals, Concord, Calif., USAYliluido em TRISHCI, sendo consideradas as
recomendacfes do fabricanta@escidass modificacdes necesséarias seguosl@sultados
obtidos na padronizacgéo laboratarial

A rea@o foi amplificada com a utilizacdo do sistema estreptavidioina
peroxidase(LSAB*N, Dako, Carpinteria, CA, EUA), incubande primeiramente o anticorpo
secundarioantilgG biotinilado por 20 minutos, seguiddo complexo de estreptavidina
peroxidase @r dez minutos, ambos em camara umida. Eestes etapas, os cortes foram
lavados em solucao de TRFECI em dos banhos de dois minutos.réacgéo foi revelada com
a utilizacdo de solugcdoromédgena contendo 3t8trahidrocloreto de diaminobenzidina e
peréxdo de hidrogénippor cinco minutos, seguido detho em &gua corrente poinco
minutosPor fim, os cortegoram contracorados connematoxilina de Harris, desidratados em
cadeia ascendente de etanol (70%, 80%, 90% e duas vezes a 100%), diafanizaoies em d
banhos de xilol, sendo as laminas montadas ao final do procedimento com laminulas de vidro
e Permount (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA). Em todos os ensaios, foram utilizados
como controles positivos des histolégicos de carcinondaictal invag/o e de mestelioma
(conforme indicado pelo fabricante). Nos controles negativos foi omitido o anticorpo primario

em cortes destes mesmos tecidos
2.3. Analise da Imunomarcacao

As laminas submetidas aos ensaios imhbistoquimicos foram avaliadas,
inicialmente, quanto a presenca ou ndao de marcacao, quanto aos tipos celulares (células

periféricas e células centrais) e, por fim, quanto ao compartimento celular de marcacao
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predominate (membrana, citoplasma e/ou nucleo) (PIMENTA; PINHEIRO; GOMEZ, 2004).
A intensidade de marcacao também foi avaliada (fraca, moderada ou intensa), bem como a
proporcao de células positivas (classificadas enthendss de 0 a 100%), da seguinte forma:
escore 1 (até 4% de células positivas); escore 2 (de 5 a 19%); escore 3 (de 20 a 39%); escore 4
(de 40 a 59%); escore 5 (de 60 a 79%) e escore 6 (de 80 a 10Q%sjirAlisto foi obtido o
quickscore (QS), definido como resultado da multiplicacdo do patameéntensidade de
marcacdo pelo parametro proporcdo de células positivas (DETRE; SACLANIJOTTI,
DOWSETT, 1995).

Cada lamina foi avaliada em 10 &reas digirem aumento de 40x, inicianpea area
mais intensamente marcada. Ao firfaram calculadas as médias daggickscoresdos
compartimentos celulares das células centrais e periféricas de ca@deavejnda. Esta etapa
foi realizada por de avaliadores calibrados e, quando verificadas divergéncias acima de 2
pontosno QSfinal, um terceircavaliador realizava uma nova andlise da amoAtraédia Do
QSfinal foi obtida através da média do parametro intensidade de marcacao geral multiplicada
pela média do parametro de propor¢cdo geral de células positivas. Por sua vez, a média do
pa@metro intensidade de marcacao geral foi obtida através da soma entre a média de
intensidade do avaliador 1 e a média de intensidade do avaliador 2, dihagiodalois. De

forma similar foiobtida a média do parametro proporga@oal de células positivas
2.4. Descrigcdo e andlise dos dados

Os dados foraminseridosa partir de estatistica descritivaonsiderando médias,
medianase percentuais. A analigstatisticalos dados foi realizada considerando a seguinte
estratégia: apos a analise de distribuiciovadsres dos escores de expressao antigénica pelo
teste de D'Agostino & Pearsoa KolmogorovSmirnov, quando indicado®s grupos
amostrais foram comparados por meio do teste ndo paramétriGausiatWallis, seguido
por péstesteutilizandotesteU de Mann-Whitney, para comparac¢desultiplas dos grupos
realizadas aos pareEstas analises fama executadagpara avaliacdo de diferencas entre
grupos de tumores testados quadtontensidadee proporcdode imunomarcacdo para
calretinina; bem comopara a comparagdo entre grupos de lesbes benignas e malignas,
agressivas e nao agressivgslpos de lesbes malignas metastaticas e ndo metastiticas
grupos de lesbes malignas que evoluiram ou ndo para o Alatwalise da distribuicdo das
propor¢cdes de casoegtivos e negativos entre os diferentes grupos de tumores faadzal

com o teste chjuadradode Pearsgrverificando diferencgas significativas na quantidade de
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amostras positivas ou negativas para calretiatinavés da congpacdoentre osdiferentes
tumores, agrupandens conforme citado anteriormentéds andlises estatisticas foram
executadasom o softwareGraphPad Prispversdo 6.0considerando os parametros padrées
do softwarepara o intervalo de confianca (95%) e o valopde 0,05 Os resultados foram

significativos quando os valores pléoram menoesque 0,05.
3. RESULTADOS
3.1. Dados s@iodemograficos e clinicopatolégicos dos casos

O detalhamento dos dadoscemlemogréfics e clinicopatoldgicos estdemonstrado
nas Tabela 1 e 2 Os ameloblastomagsoram mais pevalentes no género masculino,
apresentando uma média de idade no momento do diagnésimdasita terceria década de
vida. Todos os casos relatados envolveram a mandibula, em sua maioria assintomaticos.

Quando presentes, siais e sintomas incluiram dor e aumento de volume.

Tabelal - Dados sociodmograficos e clinicopatolégicos dos tumores odontogénicos avaliados.

Tumor Carcinoma
Variave Ameloblastoma . Carcinoma  Odontogénico
ariavas Ameloblastoma Unicisti Odontogénico P A
nicistico Adenomatoide Ameloblastico de Células
Claras
Idade Média 29,5 24,8 25,4 44 45,2
(anos) Variagao 1571 9-44 1349 21-62 20-64
Feminino 5 (35,7%) 3(42,8%) 4 (66,7%) 5 (33,3%) 1(25%)
Género Masculino 9 (64,3%) 3(42,8%) 2 (33,3%) 10(66,67%) 4 (75%)
ND? 0 1 0 0 0
Leucoderma 6 (42,8%) 2 (28,6%) 1(16,7%) 7 (46,7%) 3 (60%)
Feoderma 4 (28,6%) 1(14,2%) 3 (50%) 5 (33,3%) 2 (40%)
Cor Melanoderma 0 2 (28,6%) 1(16,7%) 3 (20%) 0
ND? 4 2 (28,6%) 1 0 0
Maxila 0 0 4 (66,7%) 4 (26,7%) 2 (40%)
Epicentro Mandibula 13(92,8%) 6 (85,7%) 2 (33,3%) 11(73,3%) 3 (60%)
ND? 1 1 0 0 0
Dimenséo Média 83,3 58,3 423 93,9 42
(mm) Variacéo 30-190 20-100 20-60 25200 10-60
Assintomatico 8 (57,1%) 3(42,8%) 6 (100%) 0 0
Dor 1(7,2%) 2 (28,6%) 0 3 (20%) 2 (40%)
Sinais e Tumoracgao 0 1(14,3%) 0 15 (100%) 5 (100%)
Sintomas Hemorragia 0 0 0 7 (46,7%) 1 (20%)
MD?2 0 0 0 3 (20%) 2 (40%)
ND? 5 (35,7%) 1 0 0 0

1.ND = N&o descritp2.MD = Mobilidade dentaria
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O tumor odontogénico adenomatoide foi mais prevalente no género feminino, com
uma idade média de diagndstico de aproximadamente 25 anos. Houve uma predilecédo pela
maxila, sendo os casos identificados na mandibula envolvendo a regido mentoniana. Em todos

0scasos, a lesdo foi assintomatica.

Tabela2 - Dados ddratamenta intercorréncias observadas nos carcinomas odontogénicos.

Variaves Carcinoma Carcinoma Odontogénicos de
Ameloblastico Células Claras

Cirurgia 12 (80%) 2 (40%)

Tratamento Cirurgia + RT? 3 (20%) 1 (20%)

Curetagem 0 1 (20%)

ND? 0 1 (20%)

Livres 6 (40%) 2 (40%)

c'\i/rla:giecgi Comprometidas 6 (40%) 2 (40%)

9 ND! 3 (20%) 1 (20%)

Sim 12 (80%) 4 (80%)
. Nao 3 (20%) 0

Recidivas ND! 0 1 (20%)
Regional 3 (20%) 0

) A distancia 2 (13,3%) 1 (20%)
Metastases NZo 8 0
ND? 2 (13,3%) 0

SED3 6 (40%) 1 (20%)

vCcD* 3 (20%) 2 (40%)

Estado ODD® 4 (26,7%) 2 (40%)
ND! 2 (13,3%) 0

Acompanhamentc Média 91,8 177,6
(meses) Variagéo 18276 6-504

1.ND = N&o descritp2.RT=radioterapia; 3SED=sem evidéncias da doendayCD=vivo
com a doen¢&.ODD=0bito devido a doenca.

Os carcinomas foram prevalentes entre os pacientes do sexo masculino, com maior
propor¢cdo para o sexo feminino entre os COCC. A idade média de stiagnéoi
identificada na quinta década, com casos diagnosticados a partir da terceira década de vida. O
paciente mais idoso foi observado para o carcinoma ameloblastico (71 anos), uma década
acima do mais velho com COCC (64 andsjnandibula foi mais atada para ambos os tipos
de carcinomas, sendo as lesdes maiores, em meédia, observadas nos casos de carcinomas
ameloblasticos. Em geral, os carcinomas se apresentaram clinicamente como aumentos
volumétricos, assintomaticos, com um atraso no diagnosticolssmtes, aproximadamente
cinco anos. A maioria dos pacientes com carcinomas receberam tratamento cirdrgico, em
alguns casos complementados com radioterapia. A recidiva foi observada em frequéncia

similar para ambos o0s grupos de carcinomas, sendo as esasteco vezes mais frequentes
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neste grupo comparativamente aos COCC. A maioria dos pacientes se encontram vivos com

doencga ou evoluiram para Obito em funcdo da doenca.
3.2.  Dadosimuno-histoquimicos

No total, cinquentaamostrageciduais tumoraisoram submetidas ao ensaio imuno
histoquimico,sendovinte e oitodas quaispositivas paramunomarcacaada calretinina.
Apenas o tumor odontogénico adenomatoide foi negativo para calretinina. Os maiores valores
percentuais de marcacao foranentados para ameloblastoma (824) e carcinomas, estes

altimos apresentando positividadeima de 50% (TabeB).

Tabela 31 Distribuicdo do nimero e percentual de imunopositividade para calretinina em fun¢éo dos
tipos de tumores odontogénicos estudados.

Grupos N* Positivos (%)  Negatives (%)
Ameloblastoma 17 14 (82,9 3(17,9
Ameloblastoma Unicistico 7 3(42,9 4 (57,1
Tumor Odontogénico Adenomatoide 6 0 (0) 6 (100)
Carcinoma Ameloblastico 15 8 (53,3 7 (46,9
Carcinoma odontogénico de células clare 5 3 (60) 2 (40)
Total 50 28 22

1.N = nimero de amostras

O padrdao de imunomarcacdo das amostras positivas para a expressado de calretinina
manteve certa similaridade entre os grupos tumorais com diferenciacdo ameloblastica (Figura
1). Em geral, positividade foi observada em pequenos grupos de células, mesdrando
agregadas ou espalhadas pelo tecido neoplasico. Para os carcinomas e ameloblastomas, o tipo
celular com maior proporgéo e intensidade de marcacado foi a célula central do parénquima
(similares aquelas do reticulo estrelado do o6rgdo dentario). A Iimuna@ardai
predominantemente citoplasmatica; os nucleos, com menos frequentemente positivos,
mostraram maior intensidade de marcagdo, quando comparados aos citoplasma. A
imunorreatividade foi objetivamente mais expressiva nas células com metaplasia escamosa,
na presenca ou ndo de degeneracgéao cistica do parénquima, e nas células granulares. Por outro
lado, nas células periféricas (diferenciacdo ameloblastica), a imunomarcacédo foi

citoplasmatica, de fraca intensidade e em menor proporc@spressao de calreiima nas
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amostras de ameloblastoma unicistico ocorreu somente nas células cprixiisas as
células periféricasA marcacao foi difuse homogénaao longo do epitéliossendo moderada
no citoplasma e intensa nos nucleds.Tabela 4 mostra a distribuicaos valores dos

quickscore®bservados para as lesdes estudadas.

Tabela4 i Distribuicao dos valores djuickscorenos tumores odontogénicos.

Quickscore
Grupos Células centrais Células periféricas
Cl N2 Cl N2
AME 3,812,551 1,17+£2,17 195+2,24 0
AMEU 1,19+ 2,37 0,4+1,26 0 0
TOA 0 0 0 0
CAME 225+254 103+1,13 1,25+2,38 0,26 £ 0,69
cocc 392+490 2,38+4,78 3,36 +£3,39 1,12+25

*Dados descritos como média + desvio padid6.= citoplasma; 2.N = nucleo.

A Figura 2 mostra a distribuicdo dos tumores odontogénicos estudados segundo a
propor¢cdo de imunopositividade para calretinina e o resultado das associagcdes entre
imunopositividade e tipo tumoral estudado.

Observase quehouve diferenca estatisticamente significativa para a frequéncia de
imunopositividade entre os tumores malignos e ameloblastoma sélido para o tumor
odontogénico adenomatoideiferencas na imunomarcacéo dos tumores agrupados de acordo
com o comportamentdiolégico também foram verificadasndo havendodiferencas
estatisticamente significativas entre tumores benignos e maljgro®074). Investigando a
partir da agressividade, percet® que ha diferenca entre os tumores considerados agressivos
(carcinoma e o tipo s6lido de ameloblastoma) em relacédo as ndo agressivas, representadas
pelo TOA e ameloblastomas unicistid¢édo foram identificadas diferengas estatisticamente
significativas nos testes de correlagdo entre os dados clinicopatoldgicos e- imuno
histoquimicos dos tumores malignos, considerando a distribuicdo da imunopositividade entre
as lesbes metastaticas e nao metastatica, bem como entre aquelas que evoluiram ou néo para o

obito.



Figura 1 - Expressao de calretinirean tumores odontogénicos été e)ameloblastoma;f)
tumor odontogénico adenomatoide (negativ(d; e h) ameloblastoma unicistico(i)
carcinoma ameloblastico. A Figujarepresenta um caso de COCC que exibiu a 1
intensidade e proporcdo de marcacdivecas amostras estudadas. Aumento original de
Estreptavidinabiotina.
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